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乌头碱抑制食管癌 EC-1 细胞增殖 

与侵袭并诱导其凋亡作用研究 
 

周小剑，李玉华，唐湘，吕钰冰，周嘉彬 

 

【摘要】 

目的  研究乌头碱对食管癌 EC-1 细胞增殖、侵袭和凋亡

的影响。 

方法  CCK8 法及克隆形成抑制实验检测乌头碱对食管癌 

EC-1 细胞的生长抑制作用；采用 Hoechst 33258 染色检测

乌头碱对 EC-1 细胞凋亡的影响；Transwell 实验观察乌头

碱对细胞侵袭能力的作用；Western blot 检测药物作用后细

胞侵袭及凋亡相关蛋白的表达情况。 

结果  CCK8 实验结果显示，乌头碱可明显抑制食管癌 

EC-1 细胞增殖，并呈时间和剂量效应（P < 0.01），48 h 对 

EC-1 细胞半数抑制浓度（IC50）为 6.171 μg/ml。与正常对

照组相比，6.25、12.5 μg/ml 的乌头碱能明显降低 EC-1 细

胞克隆形成能力，抑制细胞侵袭以及诱导细胞凋亡，并且显

著下调 MMP-9 及 Bcl-2 蛋白的表达。 

结论  乌头碱具有明显的抗肿瘤作用，其机制可能与其抑制

肿瘤细胞增殖、侵袭及促凋亡相关。 
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食管癌（esophageal cancer）是常见的消化道恶

性肿瘤，五年内生存率在 10% 以下，手术切除后

五年生存率也仅为 15% ~ 40%，严重威胁人类的生

命健康[1]。由于缺乏特异的临床表现，超过 80% 的

食管癌患者确诊时已为中晚期，失去了手术治疗的

机会，放化疗成为其主要治疗方法[2]。然而，放化

疗常造成机体损伤，不良反应多，严重影响治疗效

果和患者的生活质量[3]。随着对传统中药研究的不

断深入，中药治疗肿瘤逐渐成为了热点。研究发现，

中药治疗在提高患者免疫力、增强化疗敏感性、减

轻不良反应以及延长生存期等方面发挥着重要作

用[4-5]。 

乌头碱（aconitine）（图 1）是存在于川乌、草

乌、附子等植物中的主要有毒成分，也是发挥药效

的主要有效成分，性味辛、温，临床主要用于镇 

 

 
图 1  乌头碱的结构 

Figure 1  Structure of aconitine 

 

痛、镇静、消炎等，尤适用于消化系统癌痛，产生

局部麻醉和镇痛作用[6]。近年研究显示，乌头碱具

有明显的抗肿瘤作用，可抑制癌细胞增殖及促进凋

亡[7-8]，但目前尚未发现乌头碱与食管癌的相关报

道。本研究旨在探索乌头碱对食管癌 EC-1 细胞的

增殖、侵袭及凋亡等影响，为乌头碱的抗癌机制研

究提供思路。 

 

1  材料与方法 
1.1  主要材料 

1.1.1  细胞株  人食管癌 EC-1 细胞由中山大 

学附属肿瘤医院肿瘤防治中心惠赠，用含 10% 

的胎牛血清、1% 链霉素（100 μg/ml）和青霉素 

（100 U/ml）的 DMEM 培养基培养于 37 ℃、5% 

CO2 培养箱内。取对数生长期的细胞用于实验。 

1.1.2  试剂  乌头碱购自中国食品药品检定研究

院，批号 112019-201601；DMEM 培养基、0.25% 

胰酶、胎牛血清购自美国 Gibco 公司；CCK8 试

剂盒购自日本同仁公司；Transwell 小室及基质胶

均购自广州蓝吉生物科技有限公司。 

1.1.3  主要仪器  CO2 培养箱和 Bio-Tek 酶标

仪 ELX-800 购自美国 Biotech 公司；1300B2 生 
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物安全柜购自美国 Thermo 公司；DMI4000 倒置

荧光显微镜购自德国 Leica 公司；750D 照相机购

自日本 Canon 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  CCK8 检测细胞增殖  取对数生长期的人

食管癌 EC-1 细胞，0.25% 胰酶消化后制成细胞悬

液，调整细胞密度至 5 × 104/ml，细胞悬液移至 

96 孔板，每孔 200 μl，预培养 24 h 待细胞贴壁良

好。实验设空白对照组（只含培养基，不含细胞）、

阴性对照组（不加入药物）及药物处理组（乌头碱

浓度分别为 0.8、1.6、3.2、6.25、12.5、25.0 μg/ml），

每组 6 个复孔，分别培养 24、48、72 h。吸弃旧

培养液，每孔加入新鲜培养基 100 μl 和 CCK8 反

应液 10 μl，孵育 4 h，酶标仪测定各组在 450 nm 处

吸光度值（A）。抑制率 =[（A 阴性对照组 – A 药物处理组）/

（A 阴性对照组 – A 空白对照组）]× 100%，计算抑制率及半

数抑制率（IC50）。 

1.2.2  克隆形成实验  6 孔培养板接种 1200 个

处于对数生长期的人食管癌 EC-1 细胞。37 ℃、 

5% CO2 孵育 24 h 后，加入适当浓度的乌头碱与

培养基混合液，待药物作用 EC-1 细胞 7 d 后。弃

去上清液，1 × PBS 溶液浸洗 2 次，加入 4% 多

聚甲醛固定 15 min，弃固定液，加入结晶紫染液染

色 15 min，洗去染液，空气中干燥，照相。随后加

入 10% 冰醋酸溶液 2 ml，静置 30 min，待结晶

紫溶解后，取 100 μl 加入 96 孔板中，酶标仪读

取各孔 560 nm 波长处 A 值并计算克隆抑制率。

克隆抑制率（%）=（A 对照组 – A 加药组）/A 对照组 × 100%。 

1.2.3  Transwell 小室检测细胞侵袭能力  Transwell 

小室上室用 100 μl Matrigel 胶包被，在紫外线下 

照射 2 h。EC-1 细胞分别进行适当浓度的乌头碱 

处理 48 h 后，0.25% 胰酶消化成细胞悬液，上室

进行铺胶，加入 200 μl 含约 5 × 104 个细胞的 

无血清 DMEM 培养液，下室加入含 10% 胎牛血

清的 DMEM，24 h 后弃去上室培养基，拭去上室

内的 Matrigel 胶和细胞，加入 4% 多聚甲醛固定 

10 min，1 × PBS 漂洗 2 次，加入 0.1% 结晶紫染

色 10 min，晾干，倒置显微镜观察，随机选取 3 个

视野于高倍镜下计数。 

1.2.4  Hoechst 33258 法检测细胞凋亡  取 1 × 

106 个细胞接种于 6 孔板，制备细胞爬片，24 h 后

用适当浓度的乌头碱分别作用于食管鳞癌 EC-1 

细胞 48 h，进行 Hoechst 染色。激发波长 350 nm 

 

 

左右，发射波长 460 nm 左右，于倒置荧光显微镜

高倍镜下观察。在不同视野下计数 200 个细胞，

计算细胞凋亡率。 

1.2.5  Western blot 检测 MMP-9、Bcl-2 蛋白的

表达  将 EC-1 细胞（1 × 106 个/孔）置于 6 孔 

板中，待 24 h 细胞贴壁后加入适当浓度乌头碱 

孵育 48 h，收集细胞 PBS 洗涤 2 次，加入细胞

裂解液冰上放置 30 min，1200 r/min、4 ℃ 离心 

2 min，取上清，BCA 法蛋白定量。调整蛋白浓度 

40 μg/孔进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转移至

醋酸纤维膜上，5% 脱脂牛奶封闭后分别加入

MMP-9（1:1000）、Bcl-2（1:1000）、β-actin（1:5000）

一抗，4 ℃ 孵育过夜，TBST 漂洗 3 次后加入相

应 HRP 标记二抗（1:3000），37 ℃ 孵育 1 h，TBST 

漂洗 3 次后 ECL 显色剂显色并于凝胶成像系统

扫描成像。 

1.3  统计学处理 

所有实验均重复 3 次，数据运用 SPSS 20.0 

统计软件处理。计量资料以 sx   表示，采用单

因素方差分析方法分析组间差异的显著性，以 P < 

0.05 为差异有统计学意义。 

 

2  结果 
2.1  CCK8 法检测细胞增殖能力 

不同浓度乌头碱分别干预 EC-1 细胞 24、48 

和 72 h 后，CCK8 实验检测细胞增殖抑制能力。

如图 2 所示，EC-1 细胞增殖抑制率随着乌头碱 

浓度及作用时间的增加而增加，呈现明显的剂量、 
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图 2  CCK8 法检测 EC-1 细胞的增殖抑制率 

Figure 2  The proliferation inhibition rate of EC-1 cells was 

detected by CCK8 
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时间-效应关系，其 IC50 分别为 10.68、6.171 和 

4.104 μg/ml。根据各组抑制率结果，乌头碱作用 48、

72 h 抑制率相差作用明显，为保证一定的细胞存活

数量以及蛋白质提取量，故选取作用时间为 48 h，

作用浓度为 6.25、12.5 μg/ml 的乌头碱进行后续实

验。 

2.2  细胞克隆形成能力检测 

从图 3A 可见，0、6.25、12.5 μg/ml 浓度乌头

碱作用于 EC-1 细胞 7 d 后，各组的克隆形成数随

药物浓度增加而减少，药物浓度越高，克隆能力降

低越明显。溶解结晶紫后于酶标仪读取各孔 560 nm 

吸光度（图 3B），各组间吸光度差异有统计学意义

（F = 127.59，P = 0.00）。代入公式计算得 6.25 和

12.5 μg/ml 的乌头碱对 EC-1 细胞的克隆抑制率

分别为（32.17 ± 1.05）% 和（44.35 ± 0.97）%。 

2.3  Transwell 实验检测细胞侵袭能力 

0、6.25、12.5 μg/ml 的乌头碱处理 48 h 后，

在显微镜（× 200）下每孔随机选择 3 个视野计数

细胞数，三组细胞的平均穿膜细胞数分别为每视野

271.5 ± 12.7、165.6 ± 8.2 和 122.4 ± 5.8，各组间差

异有统计学意义（F = 204.34，P = 0.00），提示乌头

碱能抑制 EC-1 细胞的侵袭能力（图 4A）。 

2.4  细胞凋亡检测 

Hoechst 33258 染色法观察 0、6.25、12.5 μg/ml 

浓度的乌头碱处理 EC-1 细胞 48 h 后细胞形态学

的改变。倒置荧光显微镜下可见凋亡细胞胞核呈致

密浓染，或呈碎块状致密浓染，颜色发白（图 4B）。 

 

镜下计数凋亡细胞数，对照组的凋亡指数为（4.54 ± 

0.57）%，6.25、12.5 μg/ml 的乌头碱作用 EC-1 细

胞后凋亡指数分别为（29.43 ± 1.57）% 和（64.33 ± 

3.89）%，差异有统计学意义（F = 428.56，P = 0.00）。 

2.5  Western blot 检测 MMP-9、Bcl-2 蛋白表达 

不同浓度乌头碱作用 EC-1 细胞 48 h 后，

Western blot 检测得侵袭相关蛋白 MMP-9 蛋白的

表达下调（0.51 ± 0.02、0.34 ± 0.01、0.18 ± 0.01），

凋亡相关蛋白 Bcl-2 蛋白的表达量也减少（0.86 ± 

0.04、0.67 ± 0.02、0.23 ± 0.02），且呈剂量依赖性 

（P < 0.01）（图 4C）。 

 

3  讨论 
中药在增强机体免疫力和促进肿瘤细胞凋亡

等方面具有独特的疗效，多种中药成分能有效发挥

抗肿瘤作用[9-10]，且其副作用低，逐渐引起众多研

究者的关注。现代药理研究表明，乌头类中药如乌

头、附子等具有回阳救逆、祛风除湿、温经止痛的

功效，主要用于治疗跌打损伤、风湿、关节炎、中

风瘫痪、神经性疼痛、胃肠炎、痈疽疮毒等症[11-12]。

乌头碱作为多效性天然活性物质，在强心、镇痛、

抗肿瘤、调节免疫等方面已显示了良好的疗效[6]。

以往，对乌头碱的研究主要集中于对心肌细胞及心

血管系统方面，与肿瘤相关研究报道较少。随着对

乌头碱的研究不断深入，研究者逐渐发现乌头碱的

抗癌价值。 
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图 3  乌头碱对食管癌 EC-1 细胞克隆形成能力的抑制作用（A：平板法检测细胞克隆形成能力；B：分光光度法定量检测

细胞克隆形成能力；*与对照组相比，P < 0.01） 

Figure 3  Inhibition of different concentrations of aconitine on the ability of EC-1 cells to clone and form esophageal cancer 

(A: Platelet assay was used to detect cell clonal ability; B: Quantitative detection of cell clonal ability by spectrophotometry; 
*Compared with the control group, P < 0.01) 
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图 4  乌头碱对食管癌 EC-1 细胞的侵袭及凋亡影响[A：Transwell 实验检测乌头碱对 EC-1 细胞侵袭能力的改变（×200）；

B：Hoechst 33258 检测乌头碱处理后 EC-1 细胞的凋亡情况（× 200）；C：Western blot 检测乌头碱对 EC-1 细胞 MMP-9、

Bcl-2 蛋白的影响] 

Figure 4  Effects of aconitine on the invasion and apoptosis of EC-1 cells in esophageal cancer [A: Transwell assay was used to 

detect changes in the invasion ability of aconitine on EC-1 cells (× 200); B: Apoptosis of EC-1 cells after treatment with aconitine 

was detected by Hoechst 33258 (× 200 ); C: Western blot was used to detect the effects of aconitine on MMP-9 and Bcl-2 proteins in 

EC-1 cells] 

 

研究显示，乌头碱能抑制大分子 DNA、RNA 

的合成，抑制肿瘤细胞增殖，通过促进肿瘤细胞凋

亡及诱导肿瘤细胞分化等多种途径发挥抗肿瘤作

用。Ji 等[13]研究发现，不同浓度乌头碱对胰腺癌细

胞的生长抑制率呈时间和剂量依赖性，并可通过

NF-κB 信号通路诱导人胰腺癌细胞的凋亡。乌头碱

也可通过抑制 PI3K/AKT 和 MAPK/ERK1/2 信号 

 

通路影响 PCNA mRNA 及其蛋白的表达，从而在

体内、外抑制黑色素瘤的增殖及促进癌细胞凋亡[8]。

Pyaskovskaya 等[14]报道，乌头碱成分能增强二氯乙

酸对 Ehrlich 癌细胞的杀伤作用。 

本研究以食管癌为研究对象，利用 CCK8 法

检测细胞活性，发现不同浓度的乌头碱对食管癌 

EC-1 细胞有明显的生长抑制作用，并呈时间-浓度 
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依赖关系；EC-1 细胞的克隆形成能力也随乌头碱

的浓度增加而递减，证实了乌头碱能有效抑制 EC-1 

细胞的生长作用。浸润转移是晚期食管癌的重要死

因，因此降低肿瘤细胞的侵袭能力尤为关键。乌头

碱能显著抑制 EC-1 细胞的侵袭，并随乌头碱浓度

的增加，抑制能力越强。据报道，在侵袭过程中细

胞外基质降解或是长出基膜是造成肿瘤浸润转移

的主要原因，基质金属蛋白酶（MMPs）是基质降

解过程中最为关键的蛋白水解酶。对 MMPs 的研

究始于 1962 年，现在已经发现了 28 种人源性 

MMPs，它们属于依赖锌的内生肽酶家族，其中包

括 MMP-9[15]。当前，临床研究中发现，在胃癌、

肺癌、乳腺癌等疾病中，MMP-9 的表达水平最高，

这主要是和肿瘤的侵袭转移有关系[16]。本研究中，

6.25、12.5 μg/ml 乌头碱与对照组相比能明显抑制 

MMP-9 的表达，提示乌头碱通过下调 EC-1 细胞

侵袭能力从而发挥抗肿瘤作用。 

细胞凋亡是指为维持内环境稳定，由基因控制

的细胞自主的有序性死亡，又称 I 型程序性细胞死

亡。细胞凋亡与肿瘤发生与发展密切相关，诱导细

胞凋亡可能是抑制肿瘤生长的机制之一。本研究运

用 Hoechst 33258 染色法证实了乌头碱对 EC-1 

细胞的诱导凋亡作用，且有浓度依赖性，提示了乌

头碱抑制 EC-1 细胞生长与细胞凋亡相关，其机制

可能与降低了凋亡相关蛋白 Bcl-2 的影响有关，但

具体机制有待进一步实验探讨。 

综上所述，本研究发现乌头碱能抑制食管癌 

EC-1 细胞增殖，克隆形成能力、侵袭能力亦呈剂

量依赖性降低，并能诱导细胞凋亡的发生。我们将

进一步探讨乌头碱的抗癌机制，为食管癌的临床治

疗提供新的思路和依据。 
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Aconitine inhibits the proliferation and invasion while induces the apoptosis of esophageal 
cancer EC-1 cells 
ZHOU Xiao-jian, LI Yu-hua, TANG Xiang, LYU Yu-bing, ZHOU Jia-bin 

 

【Abstract】 

Objective  To investigate the effects of aconitine on the proliferation, invasion and apoptosis of esophageal cancer cells EC-1. 

Methods  CCK8 assay and colony formation experiment were used to check the inhibitory effect of aconitine on EC-1 esophageal 

cancer cell growth. Effect of aconitine on apoptosis in EC-1 cells was detected by Hoechst 33258 staining assay. Transwell method 

was used to valuate the ability of cell invasion after aconitine treatment. Western blot was used to detect the expression of proteins 

related to cell invasion and apoptosis after treatment. 

Results  Aconitine significantly inhibited the proliferation of esophageal cancer cell line EC-1 in both time- and dose-dependent 

manner (P < 0.01). The half inhibitory concentration of 48 h on EC-1 cells was 6.171 μg/ml. When compared with the normal control 

group, 6.25 and 12.5 μg/ml aconitine treatment could significantly reduce the colony formation and cell invasion, while induce 

apoptosis in the cells, and aconitine also significantly reduce the expression of MMP-9 and Bcl-2. 

Conclusion  Aconitine has significant antitumor effect, which may be correlated with the inhibition of tumor cell proliferation and 

invasion as well as the induction of apoptosis. 

【Key words】 Aconitine;  Esophageal neoplasms;  Cell proliferation;  Neoplasm invasiveness;  Apoptosis 
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